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COMPOSITION CONTENANTDES ACIDES NIICLEIOUES. 
PREPARATION ET UTILISATIONS 

La presente invention conceme des compositions a base d'acides nucleiques, 
leur preparation et leur utilisation. Plus particulierement, elle conceme des 
5 compositions comprenant des acides nucleiques et des oligopeptides et leur utilisation 
en therapie genique, notamment pour le transfert d'acides nucleiques. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anormalite 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information gen6tique 
dans la cellule ou l'organe affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de l'organe, la cellule modifiee etant alas reintroduce 
dans rorganisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Differentes 
techniques ont 6te decrites pour le transfert de cette information gen&ique, parrni 
lesquelles des techniques di verses de transfection impliquant des complexes d'ADN et 
de DEAE-dextran (Pagano et aL, J.Virol. 1 (1967) 891), d'ADN et de proteines 

15 nucleates (Kaneda et al/ ( Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Feigner et aL, 
PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de liposomes (Fraley et aL, J.BioLChern. 255 (1980) 
10431), etc. Plus recemment, l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de 
genes est apparu comme une alternative prometteuse a ces techniques physiques de 
transfection. A cet 6gard, differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter 

20 certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, 
etc), le virus HSV, les virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Toutefois, les techniques developpees jusqu'a present ne permettent pas de 
resoudre de maniere satisfaisante les difficultes liees au transfert de genes dans les 
cellules et/ou l'organisme. En particulier, les prbbl&nes li& i la p6n6teation de Tadde 

25 nucl^ique dans les cellules ne sont pas ent&ement r&olus. En effet, la nature 
polyanionique des acides nucl&ques previent leur passage i travers les membranes 
cellulaires. S*il a ete montre que les acides nucleiques nus sont capables de traverser la 
membrane plasmique ex vivo (voir notamment la dernande n° WO90/11092), 
1'efficacite de transfection reste assez faible. De plus, les acides nucleique nus ont une 

30 demi-vie plasmattque courte, en raison de leur degradation par les enzymes et de leur 
elimination par les voies urinaires. Par ailleurs, si les virus recombinants permettent 
d'ameliorer Tefficacite de transfert des acides nucleiques, leur emploi presente certains 
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risques tels que la pathogenicity la transmission, la replication, la recombinaison, la 
transformation, etc. 

La pr6sente invention apporte une solution avantageuse a ces differents 
problemes. La demanderesse a en effet montre qu'il est possible de former des paires 
5 d'ions entre des oligopeptides cationiques particuliers et les groupements phosphates 
des acides nucleiques, et que les complexes ainsi formes sont stables, et sont capables 
de pSnetrer les cellules ou d'etre encapsules dans des vecteurs de transf ert tels que des 
liposomes, des nanoparticules ou des lipoprot§ines de faible density (LDL) avec des 
rendernents eleves. 

10 Un premier objet de Tinvention reside done dans une composition comprenant 

un acide nucleique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires. Le terme structure secondaire designe les peptides capables d'adopter une 
conformation spaciale particuliere dans des conditions physiologiques, par opposition 
aux peptides ne prfeentant pas d'organisation particuliere de leur structure primaire. La 

15 structure secondaire peut apparaitre soit dans certains solvants, soit en solution 
aqueuse, soit apres complexation avec Tacide nucleique. 

Plus particulierement, les oligopeptides utilises dans le cadre de Tinvention 
sont capables de former des helices a ou des feuillets |3. 

La complexation dHin acide nucleique avec une polylysine a d6j£ et6 decrite 
20 dans Tart antirieur. Cependant, le taux de complexation et la stability du complexe 
forme avec la polylysine sont relativement faibles, et ces complexes ne peuvent etre 
encapsules dans des vecteurs de transfert de fafon satisfaisante (voir exemples). Au 
contraire, les complexes selon Tinvention, qui impliquent des oligopeptides cationiques 
capables de former des structures secondaires (helices a, feuillets p) pr&sentent une 
25 stability 61ev6e, peuvent etre obtenus avec des rendernents proches de 100%, et sont 
capables d'etre encapsules avec des rendernents eleves dans des vecteurs de transfert. 
Ces complexes constituent done des outils particulierement avantageux pour le 
transfert decides nuc!6iques dans les cellules- Par ailleurs, selon la nature du vecteur 
de transfert utilise, les compositions de Tinvention peuvent Stre utilisfies sur des 
30 cellules extraites de Torganisme (ex vivo) en vue de leur readministration, ou 
directement in vivo. 
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Plus particulierement, les oligopeptides utilises dans le cadre de la presente 
invention repondent a la formule (A^AyAyA^n ou (AoAyAoAyJn dans laquelte Aq 
est un acide amine hydrophobe, Ay est un acide amine hydrophile, et n est un nombre 
entier superieur ou egal a 4. La demanderesse a en effet montr6 que de tels 
5 oligopeptides sont capables, une fois complexes aux acides nucleiques, de former des 
structures secondaires qui stabilisent f ortement lesdits complexes. 

Plus prefereritiellement, Facade amin§ hydrophobe est choisi paimi la leucine, 
la valine, l'isoleucine et la ph§nylalanine; et Tacide amine hydrophile est choisi parmi la 
lysine, 1'arginine et Wiistidine. 

10 La capacite des oligopeptides a former des structures secondaires peut etre 

verif iee par dichroisme circulaire ou en RMN, comme indique dans les exemples. 

Encore plus -preferentiellement, ; ToKgopeptide^ sekm -rinventian est: choisi 
parmi les oligopeptides de formule (LKKL)n, (LKLK)n t (LRRL)n. dans lesquelles n 
est d6fini comme precedemment 

15 D'une maniere generate, dans les oligopeptides de Finvention, n peut varier 

entre 4 et i00, de preference entre 10 et 50, La valeur de n est adaptee par l'homme du ~ 
metier en fonction de la longueur et de la nature de 1'acide nucleique, de la 
composition de I'oligopeptide, de Tutilisation recherchee, etc. 

Pour obtenir un effet optimum des compositions de Tinvention, les 
20 proportions respectives de I'oligopeptide et de Tadde nucleique sont de preference 
determin6es de sorte que le rapport charges positives de I'oligopeptide / charges 
negatives de Facide nucleique soit egal ou sup&ieur a 1 (ce rapport est d§signe R dans 
les exemples). Ainsi, plus 1'acide nuci&que est long, plus le nombre de charges 
positives apport6 par I'oligopeptide doit Stre 61ev6 pour obtenir un effet maximum. 
25 Ceci peut se traduire soit par rutilisation ^oligopeptides dans lesquels la valeur de n 
est plus elevee, soit par lHitilisation de quantity plus 61ev6es d'oligopeptides, soit 
encore par les deux. 

Les oligopeptides utilises dans le cadre de la presente invention peuvent etre 
prepares par toute technique connue de l'homme du mfetier. Preferentiellement, ils sont 
30 synthetises par voie chimique, au moyen d'un synthetiseur de peptides, en utilisant tout 
type de chimie connue de l'homme du metier (F-moc, T-boc, etc). Lorsque les valeurs 
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de n sont elevees, il est ,par ailleurs possible de synthetiser les oligopeptides en 
plusieurs fragments qui sont erisuite assembles. Par ailleurs, selbn la technique de 
synthese utilisee (par exemple en phase homogene), 1'oligopeptide obtenu peut etre 
non pas un compost dSfini, mais un melange ^oligopeptides ayant des longueurs 
5 dif ferentes centrfees autour d'une moyenne. Dans ce cas, la valeur de n de la formule de 
rinvention represente la moyenne des valeurs des n des differents constituants du 
melange. Des methodes de synthese appropriees sont donnees dans les techniques 
generates de biologie moleculaire et dans les exemples. 

Au sens de la presente invention, le terme acide nucleique comprend aussi 
0 bien les acides desoxyribonucleiques que les acides ribonucleiques. II peut s'agir de 
sequences d'origine naturelle ou artificielle, et notamment d'ADN genomique, 
d'ADNc, d'ARNm, d'ARNt, d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences 
synth^ques l pHi ( sei^r>synjh6tiq«^..,Ces acides, nudeique^<peuv^ 
humaine. animate, vegetate, bactfirienne, virale, etc. lis peuvent etre obtenus par toute 
5 technique connue de Thomme du metier, et notamment par criblage de banques, par 
synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes inciuant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
par ailleurs etre incorpores dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concernant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
0 etre simple ou double brin. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
th6rapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription, des sequences antisens, 
des regions de liaison a d'autres composants cellulaires. etc. 

Au sens de Knvention, on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour une ou des proteines (ou peptide ou polypeptide) ayant une activite 

S pharmacologique. II peut s'agir d'enzymes, d*hormones, de f acteurs de croissance, de 
lymphokines, d'apolipoproteines, etc. Par sequence antisens, on entend toute sequence 
capable, directement ou indirectement (apres transcription en ARN) de r&duire les 
niveaux d'expression d'une protSine desiree, voire de les supprimer (EP 140 308). Les 
antisens comprennent fcgalement les sequences codant pour des ribozymes, qui sont 

10 capables de detruire selectivement des ARN cibles (EP 321 201). 

Concernant plus particulierement les acides ribonucleiques (ARN), il peut 
s'agir d'ARN antisens, capables de bloquer au moins partiellement la traduction 
d'ARNm cibles (cellulaires, viraux, bactSriens, etc); ou egalement de ribozymes ou 
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d'acides nucleiques capables de se lier a un autre acide nucleique par formation d'une 
triple helice. 

Les compositions selon l'invention peuvent etre utilises in vitro, ex vivo ou in 
vivo. In vitro, elles peuvent permettre de transferer a des lignees oellulaires des 
5 sequences d'acides nucleiques desirees, par exemple dans le but d'exprimer une 
proteine recombinante ou une activite antisens, ou dans le but d'inhiber une proteine, 
par fixation de ladite proteine sur l'acide nucleique. Ex vivo, elles peuvent etre utilises 
pour le transfert therapeutique d'un acide nucleique dans une cellule issue d'un 
organisme. en vue de conferer a ladite cellule des propriet6s nouveUes ou renforcees, 
10 avant sa ^administration a un organisme. In vivo, elles peuvent 6tre utilises pour 
radministration directe d'acide nucleique. 

Un autre pbjet de rinyention reside done dans l'utilisation d'un oligopeptide 
cationique capable de former des structures secondaires pour le transfert d'acides 
nucleiques dans les cellules. Comme indique plus haut. ce transfert peut etre effectue 

15 in vitro, ex vivo ou in vivo. 

Les compositions selon l'invention peuvent permettre de transferer des acides 
nucleiques dans des types varies de cellules. Preferentiellement, il s*agit de cellules 
animates, de preference humaine. II peut s'agir notamment de cellules 
hematopoietiques. endotheliales, myoblastiques. etc. Par ailleurs, il peut s'agir aussi 

20 bien de cellules saines que de cellules affectees par des dysfonctionnements (tumeur, 
infection virale, etc). 

L'invention concerne egalement un precede pour le transfert d'un acide 
nucleique dans une cellule caracterise en ce que Ton cultive ladite cellule en presence 
de l'acide nucleique et d'un oligopeptide cationique capable de former des structures 
25 secondaires. 

Par ailleurs, les complexes acide nucleique-oligopeptide de la presente 
invention permettent egalement l'encapsulation des acides nucleiques dans des vecteurs 
de transfert avec des rendements considerablement ameliores. Pour diminuer les 
problemes de stabilite et de penetration dans les cellules, les acides nucleiques peuvent 
30 en effet ete associes a des transporteurs ou a des vecteurs de medicament appropries. 
L'encapsulation des acides nucleiques dans de tels vecteurs de transfert permet de les 
proteger des nucleases seriques, de faciliter leur penetration dans les cellules ou se 
trouve leur cible pharmacologique, et de ralentir leur eUmination. Toutefois. la 
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difficult majeure limitant l'utilisation de ces vecteurs reside dans les faibles 
rendements decapsulation des" acides nucleiques.' La demanderesse a maintenant ' 
montre que les complexes acide nucleique-oligopeptides de l'invention peuvent etre 
encapsules dans des vecteurs de transfert avec des rendements Sieves. Plus 
5 particulierement, les rendements d'encapsulation des complexes de l'invention dans des 
nanoparticules sont superieurs a 50%, alors qu'ils sont inferieurs a 1% avec des acides 
nucleiques mis, ou avec d'autres oligopeptides ne formant pas de structure secondares 
(Cf exemples). 

Un autre objet de l'invention reside done dans l'utilisation d'un oligopeptide 
10 cationique capable de former des structures secondaires pour l'encapsulation d'acides 
nucleiques dans un vecteur de transfert 

L'invention a egalement pour objet les vecteurs de transfert d'acides nucleique 
comprenant une composition telle que definie ci-avant 

Parmi les differents vecteurs de transfert, on prefere utiliser dans le cadre de 
15 la presente invention des vecteurs biocompatibles, biodegradables, hydrophobes et de 
nature proteique ou polymerique. En particulier, les vecteurs preferes selon l'invention 
sont les liposomes, les nanoparticules ou les lipoproteines de faible densite (LDL). 

Les liposomes sont des vesicules phospholipidiques comportant une phase 
aqueuse interne dans laquelle les acides nucleiques peuvent etre encapsules. La 
20 synthese de liposomes et leur utilisation pour le transfert d'acides nucleiques est 
connue dans l'art anterieur (WO91/06309. W092/19752, WO92/19730). L'utilisation 
de complexes selon l'invention permet d'am6Iiorer Tefficacite d'encapsulation des 
acides nucleiques dans les liposomes. 

Les nanoparticules sont des particules de petite dimension, generalement 
25 inferieure § 500 nm, capables de transporter ou de vectoriser un principe actif (tel 
qu'un acide nucleique) dans les cellules ou dans la circulation sanguine. La presente 
invention permet 6galement cfam61iorer considerablement les rendements 
d'encapsulation d'acides nucleiques dans des nanoparticules. Preierentiellement, les 
nanoparticules selon l'invention sont constitutes par des polymeres comportant une 
30 majorite de motifs degradables tels que l'acide polylactique, eventuellement 
copolymerise a du polyethylene glycol. D'autres polymeres utilisables dans la 
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realisation de nanoparticules ont ete decrits dans Tart anterieur (voir par exemple 
EP 275 796; EP 520 889). 

L'invention conceme done egalement un precede d'encapsulation d'acides 
nucleiques dans des vecteurs de transfert selon lequel on met en contact le vecteur de 
5 transfert ou les composants Ie constituant, l'acide nucleique et un oligopeptide 
cationique capable de former des structures secondares, ou eventuellement un 
complexe acide nucleique - oligopeptide deja forme, dans des conditions permettant 
l'encapsulation de l'acide nucleique dans ledit vecteur de transfert, puis on recupere le 
vecteur de transfert forme. Comme indique plus haut, le precede selon l'invention est 
10 preferentiellement applique pour la preparation de liposomes, de nanoparticules ou de 
lipoproteines de faible densite. 

L'invention conceme egalement des compositions pharmaceutiques 
comprenant un acide nucleique therapeutique et un oligopeptide cationique capable de 
former des structures secondaires, eventuellement encapsules dans un vecteur de 
15 transfert. c 

La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre considered comme illustratifs et non limitatifs. 

F.vomplft 1 t Preparation des oligopeptides 

Les trois oligopeptides suivants ont et6 synth&ises : 

20 I.T. -fH>-(I^ucine-Lvstne-Lv sine.LeucineW(OH) ou (LKKDj^ 

Cet oligopeptide a ete synthetise sous forme de sel d'acide trifluoroaceuque au moyen 
d'un synthfetiseur de peptides Applied Biosystem 431A, sur une resine HMP (Applied 
Biosystem) et selon une strategie F-MOC. Apres la synthese, le peptide a etS libere de 
la resine par traitement 90 minutes en presence d'une solution TFA/eau 95/5 (v/y), 

25 precipite par addition d'ether tertiobutylmethylique, puis purifx6 par HPLC phase 
inverse siir colonne C18 100 A (Biorad RSL)!. U purete du peptide obtenu est 
superieure i 95 % et sa solubilite dans l'eau de 50 mg/ml. II a 6te montre que le 
polytetrapeptide LKKL, non structure dans l'eau, adopte une conformation en helice a 
en solution saline. Cette conformation devrait ameliorer la stabilit6 du complexe par 

30 formation de paires d'ions entre les charges positives des lysines de l'oligopeptide et les 
phosphates ionises a pH physiologique de l'acide nucleique. 
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1.2. -(H)-(Leucine-Lvsine-Leucine-Lvsine)2 ^-^nH) ou (LKLK)j^. 

Cet oligopeptide a ete synthetise sous forme de sel d'acide trifluoroacetique en suivant 
le protocole decrit ci-dessus. La purete du peptide obtenu est supSrieure a 90% et sa 
solubilite dans Feau de 100 mg/ml. II a 6te rnontre que le polytetrapeptide LKLK, non 
5 structure dans l'eau, adopte une conformation en feuillets f$ en solution saline ou en 
presence d'acides nucl6iques, en raison de Interaction entre phosphates et 
groupements amines. Le long d'un feuillet (3, la distance separant 2 charges positives 
est de 6,9 A, ce qui est compatible avec les 6,2 A separant 2 groupements phosphate 
d'un acide nucleique simple brin. Cette conformation devrait done amSliorer la stabilite 
. 10 du complexe. 

1.3. ^ffl-fProline-Lvsine-Lvsine-Leucine^^OH) ou (PKKDj ^ 

Ce peptide (fourni par A, Brack, Centre de Biophysique Moleculaire, Origans) rfest 
pas structure en solution saline et a §te utilise comme controle. 

lAPojylysine. 

15 La polylysine utilisee est d'origine cpmmerciale. Ce peptide n'est pas structure en 
solution saline et a ete utilise comme controle. 

Exemple 2 ! Acides nucleiques utilises 

2.1. Acides nucleiqu es antisens anti-ras Vall2 

Des acides nucleiques antisens anti ras ont ete prepares. Ces acides nucleiques sont des 
20 oligonucleotides de 12 et 13 residus, synthetises par la society Eurogentec (Belgique). 
Ces oligonucleotides sont dirig6s contre une sequence de l'ARNm de ras mute au 
niveau du douzieme codon. Les acides nucl&ques utilises sont I'antisens (AS-Val), son 
inverse (INV-Val : la sequence est identique mais orient6e dans le sens inverse), ainsi 
que I'antisens de l'ARNm ras normal (AS-Gly) et qu'un adde nucl&que temoin 
25 comportant 2 nucleotides non apparies au milieu de la sequence (AS-mut2). La 
sequences de ces acides nucleiques est la suivante : 



3 1 -CGCGGCAGCCAC-5 ' 
3 1 - GCGGCAGCCACAC-5 1 
3 1 -CACCGACGGCGC-5 1 



(AS-Val12) 
(AS-Val13) 
(INV-Val12) 
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3 ' -CACACCGACGGCG-5 ' 
3 ' -CGCGGCCGCCAC- 5 ' 
3 ' -CGCCGGAGCCAC-5 ' 



(INV-Val1 3) 

(AS-Gly12) 

AS-mut212) 



2.2. Acidenucte ignft fd(Tp)15T) 

5 L'acide nucleique (d(Tp)15T) est compose de 16 thymidines. D est d'origine 
commerciale (Pharmacia). 

Rxemple 3 : Etude de c omplexation 

Cet exemple illustre la formation de complexes entre les acides nucleiques antisens 
decrits dans l'exemple 2 et les oligopeptides decrits dans i'exemple 1, dans differentes 
10 conditions de force ionique et de concentration (toutes les concentrations en acides 
nucleiques sont exprimees en phosphate). D montre que des iendements de 
complexation tres Sieves peuvent 6tre obtenus. temoignant ainsi de la stabilite des 
complexes. 

3.1. Complexation en tampon phosphate 

15 L'acide nucleique (10" 4 M exprime en phosphate : Cphosphate - 12 x c acide 
nucleique) et ^oligopeptide (concentration variant entre 2.10' 3 . 1<H et 2.10" 5 
exprimees en charges positives) ont et6 mis en contact dans un tampon phosphate 50 
mM pH 7,4. La solution a ensuite ete centrifugee, et l'absorbance (A) a 256 nm 
(maximum d'absorption des acides nucleiques) determinee dans le surnageant Pour 

20 chaque valeur du rapport R (Nombre de charges positives de l'oligopeptide / Nombre 
de charges negatives de l'acide nucleique) testee, la valeur A/AO est determinee, 
permettant d'evaluer la fraction d'acide nucleique Ubre et. par difference, la fraction 
complexee. Pour un rapport R = 1, la concentration en oligopeptide exprimee en lysine 
est done de 10"^ M. 

25 Les resultats obtenus montrent que la fraction de complexe precipitant AS- 
Vall3/LKKLio ou INV-Vall3/LKKLio est de 85 % pour un rapport R = 2. Pour un 
rapport R = 1, la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKLK10 et INV- 
Vall3/LKLK10 est inferieure : 3p %, Ces resultats peuvent s'expliquer par une 
competition entre les phosphates du tampon et les phosphates de l'acide nucleique 

30 pour la formation du complexe. Ces resultats sont cependant superieurs a ceux 
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obtenus avec l'oligopeptide controle : 15 % de complexe INV-Vall3/PKKL10 
precipitant seulement. 

3.2: Compleyation en ta mpon Tris-HCI 

L'acide nuclfcique (lO^ 4 M) et l'oligopeptide (concentration varriable) ont ete mis en 
5 contact dans un tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,4. La solution a ensuite ete 
centrifugee, et l'absorbance a 256 nm determinee dans le surnageant Pour chaque 
valeur du rapport R testee, la valeur A/AO est determinee comme precedemment 

Les resultats obtenus montrent que la fraction de complexe precipitant AS- 
Vall3/LKKL10 et AS-Vall3/LKLK10 est de 100 % pour un rapport R = 1. Pour un 
10 rapport R = 2. la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKLK10 est egalement 
de 100 %. Par ailleurs. 100 % de complexe precipitant AS-Vall3/LKKL10 ont 
egalement et6 obtenus avec une concentration d'acide nucl&que de 2.10" 5 M et un 
rapport R = 1. 

En revanche, en ce qui concerne le complexe AS-Vall3/PKKL10, seulement 70 % des 
15 acides nucleiques impliques dans le complexe precipite ce qui demontre que raffinite 
des oligopeptides selon l'invention est superieure. 

3.3. Comple vatinn dans l'eau 

Le protocole ci^dessus a ete repete en remplagant le tampon Tris-HCI par de l'eau. Les 
memes resultats ont 6te obtenus (100 % de complexation pour R - 1), demontrant 
20 l'affinit6 elevee des oligopeptides de l'invention pour les acides nucleiques. 

3.4. Conclusions 

L'ensemble de ces resultats demontre le rendement eleve de complexation des 
oligopeptides de l'invention aux acides nucleiques. et le fait que ce rendement est 
independant de la sequence et de la concentration de l'acide nucleique utilise. Par 
25 ailleurs, comme le montre le tableau ci-apres. l'etude des spectres dichroTques a pennis 
de confirmer les structures secondaires adoptees par les oligopeptides cationiques 
utilises, en solution ou apres complexation. 
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Peptide 


Tampon Phosphate 
50mM 


Tampon Phosphate 
50mM/NaCiO,2M 




Eau / acide 
nucleique 


LKKL 


hSlice a 


helice a 


non structure 


helice a 


LKLK 


feuillet (5 


feuillet (3 


non structure 


feuillet (3 


PKKL 


non structure 


non structure 


non structure 


non structure 



Ryemple 4 : Etude de I'enc apstilation dam un vectenr de transfert ; !« 
panoparticules. 

Cet exemple illustre les propri6tes tres avantageuses des complexes de Tinvention. 
permettant l'encapsulation d'acide nucleique dans des vecteurs de transfert avec des 
5 rendements tres Sieves. 

4.1. Nanoparticules utilisees : Les nanoparticules utilisees dans cet exemple sont des 
copblymeres dibloc constitutes d'un poly (D,L acide lactique) lie par une liaison ester 
a un poly (ethylene glycol) : PLAp(M)-PEG(N) ou M et N sont respectivement les 
masses moleculaires moyennes (en kD) du PLA et du PEG. et p. le pourcentage 

10 d'acide L-lactique. Les 2 types de nanoparticules utilises sont du PLA50(30)-PEG(2) 
et du PLA50(30)-PEG(5). Ces copolymeres peuvent Stre synthetises par toute 
technique connue de l'homme du metier (voir par exemple EP 520 889). 

4.2. Marquage radioactif des acides nucleiques : 

Les acides nucleiques ont 6t§ traites avec de la polynucleotide kinase du phage T4 
15 (Biolabs) en presence d'ATP.7 32 P (Amersham) dans un tampon kinase. Apres 30 min 
d'incubation a 37°C, l'acide nucleique a 6te separe de 1' ATP n'ayant pas riagi par depot 
sur colonne Sephadex G25 (Quick Spin) et centrifugation, 

4.3. Encapsulation de l'acide nucleiq ue TNV-Vall3 

Cet exemple decrit l'encapsulation de l'acide nucleique INV-Vall3 dans une 
20 nanoparticule de PLAso(30)-PEG(2) en presence ou en l'absence d'oligopeptide 
(LKKL) io. 
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Le polymere utilise (PLA50(30)-PEG(2)) a ete solubilise dans 1 ml d'acetone a une 
concentration de 10 g/1. La dilution isotopique de l'acide nucleique (concentration 
finale 10" 5 M) a ete ajoutee, puis l'oligopeptide (a une concentration telle que R = 1). 
La solution organique obtenue a ensuite 6t6 vers6e goutte 4 goutte dans 5 ml d'une 
5 solution aqueuse (tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4), sous agitation. Le polymere 
insoluble dans le melange eau/ac6tone precipite sous forme de nanoparticules, 
emprisonnant le complexe acide nucleique-oligopeptide. L'acetone a ensuite ete 
eliminee par Evaporation sous vide partiel, jusqu'a un volume final de 2,5 ml. Enfin, la 
suspension nanoparticulaire a et6 filtree a travers un filtre Sartorius de porosite 
10 1,2 \xxn, qui tient lieu de crible de dispersion et d'injectabilite. 

Une experience controle a ete effectuee dans les memes conditions, mais en i'absence 
de ['oligopeptide (LKKDjo* 

Les resultats obtenus montrent que le rendement ^encapsulation de INV-Vall3 dans 
la nanoparticule est de 56 % en presence de l'oligopeptide, et de 5 % seulement sans 
15 l'oligopeptide. 

Le rendement ^encapsulation correspond au pourcentage d'acide nucleique encapsule 
dans les nanoparticules, par rapport a la quantite totale d'acide nucleique presente au 
depart. 

4.4. Encapsulation de l'acide nucleique (d(To)15T) 

20 Le rendement ^encapsulation de Tadde nucleique (d(Tp)15T) (exemple 2.2.) dans une 
nanoparticule de PLA50 a ete §tudie, en presence des oligopeptides cationiques 
suivants : 

- LKKLn HSlice a : synth6tise en phase homogene sous forme d'un melange 
de peptides de poids moleculaire moyen de 34900. 

25 - LKLKn Feuillet |3 : synthetise en phase homogene sous forme d'un melange 

de peptides de poids molfcculaire moyen de 7400. 

- PKKLn Pas de structure secondaire 

- Kn Pas de structure secondaire 

ou de sphingosine (lipide membranaire charge positivement). 
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Pour cela, Tacide nucleique (d(Tp)15T) a ete melange a l'oligopeptide en solution dans 
Teau. En ce qui concerne la ~sphingosine, elle est solubilisee dans uri melange 
eau/ethanol 50 % v/v. Les concentrations utilisees sont indiquees dans le tableau qui 
suit. 100 |iil d'une solution d'acide polylactique (PLA50) solubilis6e dans l'acetone a 
5 une concentration de 20 g/1 ont 6te ajoutes au melange, ainsi que 300 yl d'ac&one 
pure (concentration finale en PLA50 : 5 g/1). Apres homogeneisation au vortex, le 
melange a ete verse goutte a goutte dans une solution aqueuse de pluronic F68 a 
2,5 % (p/v) afin de precipiter le polymere sous forme d'une suspension colloidale 
nanoparticulaire turbide. La turbidite a 6t6 apprectee k 1'oeil. Le diam&re des 

10 nanoparticules (175 +/- 40 nm) a 6te mesure par diffusion quasi elastique^de la lumiere 
sur un appareil BI 90 (Brookhaven Instrument Corporation). L'ac&one-a ensuite ete, 
evaporee sous vide pendant une heure. La suspension a ensuite 6t6 filtree sur filtre 
niiliipore AP20 (diamStre des pores : 1,5 \xxn) t pr€alablement mouilte avec la solution 
de pluronic F68 & 2,5 %. 

15 Le rendement decapsulation a ete determine et est report^ dans le tableau qui suit 



Peptide 


LKKLn 


LKLKn 


PKKLn 


Kn 


Sphingo. 


Structure 


Helice a 


Feuillet (3 


aucune 


aucune 


aucune 


Concentration du 
peptide (mM) 


5 


12,5 


9.2 


1 


2,2 


Volume de peptide 
dans le melange 
W) 


11.4 


65 


48 


60 


27 


Quantite de peptide 
(nmol) 


57 


812 


442 


60 


60 


Concentration de 
d(Tp)15T 


71 uM 


Volume de 
d(Tp)15T 


28 (il 


Quantite de 
d(Tp)15T 


2 nmol 


R 


2 


27 


14.7 


2 


2 


Rendement 


42.8 


7.8 


0,8 


0.3 


1.3 



Ces resultats montrent clairement que les oligopeptides de l'invention permettent 
d'encapsuler les acides nucleiques avecdes rendements nettement sup&ieurs k ceux 
obtenus avec des oligopeptides de Tart anterieur (polylysine) ou ne formant pas de 
20 structures secondaires (PKKL). 
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Exemple 5 ! Transfert d'acide mtclei giift Hans les cellules 

Cet exemple illustre ia capacity des composition de l'invention a transferer des acides 
nucleiques dans les cellules. 

5.1. Cellules utilises : Les essais de transfert d'acide nuclelque decrits dans cet 
5 exemple ont ete effectues sur une lignee de cellules issue d'un carcinome vesical 
humain , designee T24/EJ accessible * l'ATCC. Les ceUules ont 6t6 cultivees dans un 
milieu MEM-EAGLE ("niinimum essential medium", Biological Industries) 
supplements en L-glutamine ((5 mM), streptomycme (50 u/ml), penicilline (50 u/ml), 
en presence de 7 % de serum de veau foetal decomplemente 30 min a 60°C. 

10 5.2. Transfert des acides nucleiques : Les cellules (1500 / puits) ont ete ensemencees 
dans des microplaques de 96 puits, en absence ou en presence d'acide nuclelque, 
encapsute ou non dans des nanoparticules, dans un volume total de 100 (jl. Chaque 
point a ete effectue en triple. La concentration en acide nucleique utilisee a 6te ajustee 
par dilution dans de I'eau ou par concentration par centrifugation 1 ha 12000 rpm. 

15 Dans ce cas, la suspension est centrifugee, le culot pese puis le volume ajusteV 

L'efficacite du transfert a 6te determinee par mesure de l'inhibition de la proliferation 
cellulaire induite par l'acide nucleique antisens, apres 72 ou 96 heures de culture a 
37°C en presence de 5 % de C02. Pour cela, 2 methodes ont et6 utilisees : 

. Tout d'abord, l'incorporation de thymidine tritiee, qui a et6 determinee apres 
20 addition de 2 [id de 3H thymidine par puits. Apres 6 heures d'incubation a l'6tuve, les 
plaques ont et£ lavees au Skatron (Lier, Norvege), l'ADN recueilli sur un filtre, et 
chaque rondelle du filtre (correspondant a chaque puits de la plaque) placee dans du 
liquide a scintillation puts comptee au compteur (LKB Wallac 1211 Minibeta). Les 
resultats correspondent & la moyenne des valeurs obtenues dans chacun des 3 puits. 
25 - Ensuite, la proliferation cellulaire a ete evaluee par comptage des cellules en 

cellule de Malassez. Pour cela, le sumageant a 6te €limin6, les cellules trypsinisees (10 
min a 37°C), puis additionnees de milieu de culture avant d'etre comptees. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 



- AS-Vall2, nu, 30 nM 42 % d'inhibition 

30 - AS-Vall2/LKKL/nanoparticuIe, 100 nM (exprime en antisens) . 50 % d'inhibition 

- nanbparticule blanche, mime quantite de polymere < 5 % d'inhibition 
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- AS-Vall2/LKKL/nanoparticule ( 52QjiM. 95 % ^inhibition 

Ces resultats demontrent clairement l'efficacite des compositions de Tinvention pour le 
transfert d'acides nucleiques. De plus, ils montrent que l'acide nucleique transfere 
conserve ses proprietes fonctionnelles, dans le cas present, son activite d'antisens. 
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i REVENDICATIQNS 

1. Composition comprenant un acide nucleique et un oligopeptide cationique 
capable de former des structures secondares. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'oligopeptide 
5 est capable de former des helices a ou des f euillets (3. 

3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que l'oligopeptide 
repond a la formule (AoAyAyA^n ou (A 0 AyA 0 Ay)n dans laquelle Aq est un acide 
amine hydrophobe, Ay est un acide amine hydrophile, et n est un nombre entier 
sup&ieur ou egal a 4, 

10 4. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que Facade amine 

hydrophobe est choisi parmi la leucine, la valine, l'isoleucine et la phenylalanine. 

5. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'acide amine 
hydrophile est choisi parmi la lysine, l'arginine et lliistidine. 

6. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'oligopeptide 
15 est choisi parmi (LKKL)n, (LKLK)n, (LRRL)n. 

7. Composition selon la revendication 6 caracterisee en ce que n est compris 
entre 4 et 100, de preference entre 10 et 50. 

8. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est un acide desoxyribonucleique. 

20 9. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que Tacide 

nucleique est un acide ribonucleique. 

10. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que Facide 
nucleique est modifie chimiquement 

11. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que Tackle 
25 nucleique est un antisens. 

12. Composition selon la revendication 8 caractferiste en ce que l'acide 
nucleique comporte un gSne therapeutique. 
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13. Composition selon l'une des revendications 8 a 12 caracterisee en ce que 
le rapport charges positives de l'-oligopeptide / charges negatives de 1'acide nucleique 
est egal ou superieur a 1. 

14. Vecteur de transfert d'acides nucleique comprenant une composition selon 
5 l'une des revendications precedentes. 

15. Vecteur de transfert selon la revendication 14 caracterise en ce qu'il s'agit 
d'une nanoparticule, d'un liposome ou d'une lipoproteine de f aible densite. 

16. Precede decapsulation d'acides nucleiques dans des vecteurs de transfert 
caracterise en ce que Ton met en contact le vecteur de transfert ou ces composants, 

10 Tacide nucleique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires, ou eventuellement un complexe acide nucleique-oligopeptide deja forme, 

_ ■ dans des conditions permettant Tencapsulation de l'adde nud6ique dans ledit vecteur 
de transfert, puis on recupSre le vecteur de transfert forme, 

17. Proc6de pour le transfert d'un acide nucl&que dans une cellule caract6ris6 
15 en ce que Ton cultive ladite cellule en presence de Tacide nucleique et d'un oligopeptide 

cationique capable de former des structures secondares. 

18. Utilisation d'un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondares pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 

19. Utilisation selon la revendication 18 pour le transfert in vitro, ex vivo ou 

20 in vivo. 

20. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique 
therapeutique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires, 6ventuellement encapsulfe dans un vecteur de transfert ' 
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* Categories spedates de documents cites: 

*A* document definissant 1'etat general de la technique, non 

consdere eomme particuliercment pertinent 
"E* document ante ri cur. mais publie i U date de depot international 

ou aprfcs cette date 
*L* document pouvant jeter un doute sur unc revendi cation de 

priori te ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre ciution ou pour une raison spedale (telle qu'indiqucc) 

* * document se rtferant a une divulgation orale, a un usage, a 

unc exposition ou tous autrcs rnoyens 
"P" document public avant la date de depot international, mais 
postcricurcrncnt a la date de pnoritt rcvendiquce 



"T" document ulUrieur publie aprts la dale de depot international ou la 
date dc pnorite ct n'appartenenaat pas A 1'etat dc la 
technique pertinent, mais cite pour comnrendre le prineipe 
ou la tncorie constituant la base de rinvention 

*X* document particuUercment pertinent; l'invcntion revendi que c nc pcut 
etre conadtrte comme nouveUe ou comme tmpUquant unc acovltc 
inventive par rapport au document consdert isoJcment 

*Y" document paiticuliercment pertinent; rinvention revendiquce 
nc peut etre connderee comme impliquant une activitt inventive 
lorsque le document est assode A un ou pluheurs autrcs 
documents de meme nature, oette combinaison ttant tvidente 
pour une pcrsonnc du metier 

document qui fait partie dc la meroe famillc dc brevets 



Date A laquelle la recherche international e a tie etTectivement achevee 

24 Mai 1995 
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Dcnu Intcroationiic No 
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CJnrite) DOCUMENTS CONS1DERES COMME PERTINENTS 



Ottgorie * I IdentificaSoo des document! at*, .vee. le cas teht«nt, lmdacwon de, P«=^ P««ti»ent. 



W0.A.91 17773 (BOEHRINGER INGELHEIM 
INTERNATIONAL GMBH) 28 Novembre 1991 . 
voir page 11, ligne 1 - ligne 16 
voir page 16, alinea C 

TETRAHEDRON, 

vol. 47, OXFORD GB, 

page 4113 „ , . 

ERITJA, R. ET AL. 'Synthesis of defined 
peptide-oligonucleotide hybrids containing 
a nuclear transport signal sequence* 
voir le document en entier 

EP.A.O 424 688 (STADLER, J. & ANTONELLI, 

N.) 2 Mai 1991 

voir le document en entier 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA, 

vol. 88, WASHINGTON US, 

page 4255 

WAGNER, E. ET AL. 

•Transferrin-polycatlon-DNA complexes: the 
effect of polycations on the structure of 
the complex and DNA delivery to cells 
voir le document en entier 
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Demande Internationale n* 

PCT/FR95/ 00098 



Cadre 1 Obturations - lorsqu'3 a etc estim* que certaincs revendications ne pouvaient pas Cairc f objet d'une 
(suite du point I de la premiere feuille) 



Conforinemerit i I'artide I72)a) f ceruines revendicaaoni n'ont pas fail fob jet d'une recherche pour les motifs sirivants: 



Les revendications n°* 

se rapportent i un objet i 1'egard duquel 1'adminiitrarion n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 

Remarque: B1en que les^ revendl cations 19 et 18 (pour autant qu'elles alent 
pour objet des proctldeY 1n vivo) concernent une methode de traltement du 
corps ^umaln/anlmal ,Ja recherche a 4te effectuee et basee sur les effets 
Imputes au prodult (a la composition). 

2. Les revendications n" 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissem pas suiHsamment les conditions prescntes pour 
qu'une recherche ngruncativc puissc etre effectuee, en pirucuiicr. 



3. Les revendications n°* 

sont des revendications dependantes et ne som pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6A.i\ 



Cadre II Observations - ioraqirH y a absence ihiute de J Invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche Internationale a aouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savotr: 



1. [_ Comme toutes les taxes addidonnelles ant ete payees dans les delais par le deposant. le present rapport de recherche 
^""^ Internationale porta sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

Comme toutes les l e UwUiei portant tur let revendications qui $*y preuient ont pu etre effectuees sans effort particulkr 
justifiant une taxe additiooneik, l'adnuiustration n'a soUicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 

3. Comme une partk seutement des taxes additionneltee HrmtnnVrs a ete payee dans les detail par le deposant. le present 
' — 1 rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour tesqueUes tee taxes ont eoi payees, a savoir 
tee revendications n°*: 



4. | | Aucune taxe additionneUe demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

I I de recherche internationale ne porte que sur (Invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; die est 

couvertes par les revendications if*: 



quant a Is reserve Q Us taxes addiuonneUes etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposam 

| | Le p**— — " des taxes additionnelles n'ctait assorti d'aucune reserve. 
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23-12-92 


CA-A- 
EP-A- 
JP-T- 
W0-A- 


2111472 
0590082 
6504679 
9408003 


23-12-92 
06-04-94 

n£ Oil 

14-04-94 


WO-A-91 17773 


28-11-91 


DE-A- 
EP-A- 


4110410 
0532525 


01-10-92 
24-03-93 


EP-A-0424688 


02-05-91 


US-A- 


5286634 


15-02-94 
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